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本論文の 要旨は第39回 日本血 液学舎総会, 第25回 日本輸血学会総会 に お い て 発表 し た･
骨髄 抑制 は悪性疾患の 化学療法 や放射線治療を継続
す る さ い , 必ず遭遇す る重大 な問題 で あ り , その た め
に し ば しば 治療 を中断せ ざ る を得 な か っ た り , あ る い
は重篤 な合併症 の 発生 を み る に い た る . した が っ て こ
の 骨髄抑制 を克服で き れ ば , 現在 よ り 強力な化学療法
が可能 と な り , しか も より良好な治療効果を期待する
こ と も可能 で あ る . こ の よう な 観点か ら化学療法お よ
び 放射線治療 の 結果 も た らさ れ る致命的 な造血不全 に
対 して , 前 も っ て 冷凍保存 し て お い た正 常造血能を有
す る自家骨髄を投与する と い う治療方法 が 考 え ら れ
る ‖2】. こ の 方法 を 臨床的に 応用 す る た め に は , ま ず冷
凍保存 され た骨髄が解凍後移植 さ れ る場合 に 十分 な造
血機能 を維持 し得 るよ う に ,種 々 の 角 度か ら冷凍保存 ,
解 凍条件 を検討 し , 至適 条件 を設定す る必要が あ る .
骨髄 は形態的 に も機能的に も異な っ た 数種矯の 細胞
群 に よ っ て 構成 さ れて い る . 冷凍保存す る骨髄の 中で
最 も重要 な細胞 は造血幹細胞で あ り , 骨髄の 冷凍保存
は造血幹細胞の 保存 に 他 な ら な い . 造血幹細胞 は機能
的単位 と して 測定可能 で あ るが , 形態学的 に は ま だ 同
定 され て お らず , 骨髄細胞 10
4
～ 10
5 個 に 1個 の 割 合
で 存在す る と い わ れ る
3)
. こ の よ う に 骨髄 に は造血幹細
胞 の 他 に hete r oge n o u s c ellpopulatio n sが 存 在 す
るた め に , 冷凍保存 した骨髄 の 生存性 の 判定や至適条
件の 評価 が困難 で あ っ た . 生存性の 判定に は形態学的
変化 , 色素排泄試験 , 3 H - thy mi din の とり 込み な ど
が 指標 と して 利用 さ れて き た . しか し なが ら , こ れ ら
の 方法 は必ず しも 造血幹細胞 と して の 機能 を反映 して
い る と は い え ず , こ の た め至適冷凍保存条件 は研究者
に よ っ て 異 な っ て い る の が実状 で あ っ た . 自家骨髄移
植が成功す る ため に は, 解凍骨髄細胞中の 造血幹細胞
が移植後 た だ ち に生者する だ け で な く , 自 己再生 , 分
化 , 増殖 と い う造血幹細胞と して の 機能を 維持 し な け
Study o nCryopre s e r v atio n of Hu m a nBone
Optim al Conditio nfo rHe m opoietic Activity.
れ ば な ら な い . 近 年造血幹細胞 に 関 す る研究 は急速に
進歩 し , そ の 成 果と して い く つ か の 成熟段階 の 異 なる
造血幹細胞 の 存在が明ら か に さ れ , そ の 定量的測定法
も確立 さ れ て い る4). 多能性幹細胞 (C Olo ny fo r ming
u nitin sple en, C F U
- S)は赤血軋 白血球 , 血小板
に分化す る能力を有 し , 冷凍保存骨髄の 生存性の 判定
に は最 も望 ま し い 造血幹細胞の 定量的測定法で あ る
ユ)
.
しか し こ の C F U- S 測定法 は致死量照射 マ ウ ス に お
け る脾 コ ロ ニ ー 形成 を利用 す る もの で , ヒ ト で は こ れ
に 相当す る造血幹細胞 の 測定法 は ま だ確立 され て い な
い
.
し た が っ て , 七 卜骨髄 の 造血能 を評価す る に は顆
粒球系前駆細胞 (c olo ny fo r ming u nit in c ultu re,
C F U- C) や 赤 芽球 系前駆細 胞 (e rythr opoietin
r e spo n siv e c olo ny fo r min g u nit, C F U- E ;
e rythr opoietin re spo n siv e bu rst fo r ming u nit,
B F U- E) な ど で 測定する の が最 も適 当 と思 わ れ る .
こ こ で は C F U- C を指標 と し て , ヒ ト 骨髄冷凍保存の
至適条件 を決定す る た め の 基 礎的 条件 , 即 ち凍害保
護剤 の 種類 と濃度, 血清添加 の 影響 , 細胞濃度 , 保存
期間等 に つ い て 検討 を 行い , 臨床 的に も応 用 で きる至
適条件 を設定で き た の で 報告する .
材料 お よ び 方法
1) 骨髄細 胞
鉄欠乏性賓血 , 本態性血小板減少症 , 寛解期白血病
患者 , 鑑別診断の た め 骨髄穿刺を受 け た 非血液疾患の
患者の う ち正 常 な骨髄像を示す症例 を対象と して , 胸
骨 より 通 常 の 方法 で 骨髄穿刺液 を吸 引 し , こ れ を 小試
験管 に 移 し て 室温下 で 約 1時間静置後 , buffy c o at を
採取 し た . つ ぎ に , こ の buffy c o at を McCoy 5 A培養
液 (Gra nd Isla nd Biologic al Co . GIB C O, Ne w
M a rrow Cell. Ⅰ . Deter min atio n of the
Clizuko Ishin o, Departm e nt of Intern al
Medicin e(m), Ka n a z a w aUniversity Scho ol of Medicin e, Ka n a z a w a, Japan ■
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Yo rk) で 2回洗浄し , 骨 髄細胞浮遊液 と し た . 小 郡 は
コ ン ト ロ M )L/ ( 冷凍前)の CFU-C測定 に 用 い , 残り
を冷凍保存 し た .
2) C F U- C の 測定
C F UR C の 測定は Pike & Robin s o n5}の 方法 に 準
じ て 行 っ た . 培養液は Pike ら の 処方 に 従 っ て , ア ミ ノ
酸や ど タ ミ ン を 添加し た McCoy 5 A培養液 に 牛胎児
血 清 (FCS, Flo w Lab. Sta nm o r e, N. S. W .
Austra ria) を 1 5%加 え た も の を plating m ediu m と
して 用 い た . こ の Platin g m ediu m に 寒 天 (Ba cto
age r, D IF C O Lab. Detroit M ichiga n) を 0.5%加え ,
さ らに 正常 ヒ ト末梢血 よ り得 た白血球 を 1 × 108/･氾エ
と なる よ う に 添加調整 し , こ の 1Inエを 35mmの 組織培養
皿(Falc o n ♯ 3001 C A)に 分注 して fe ederlaye rを
作製し た . 新鮮骨髄細胞 あ る い は 解凍骨髄細胞 は,
0.3%寒 天を 含む plating m ediu m に 2 × 1 0
5
/ mL t な
る よう に調整し , そ の 1m ほ feede rlay er に 重 層 し
0 V e rlaye rと し た . 培 養 は triplic ate で 37 ℃,
7.5% C O2,100 %湿度 の 条件下 で 14 日間行 い t 培養終了
後倒立顕微鏡下 で 50個以 上の 細胞か らな る コ ロ ニ ー
を算定し た . 冷 凍 保存前後 の 検討 は 同 ～ の fe eder
laye rも し く は 同 一 人 の 末梢白血球 に て 作成 した も の
を 用い た .
3) 凍害保護液
凍害保護剤 は グ リ セ リ ン ( 和光純薬, 東京) お よ び
dim ethyl s ulfo xide(D M S O和光) を用 い ,LMcCoy
5A 培養液 に 種 々 の 濃度の グリ セ リ ン ま た は D M S O を
使用直前 に 加え て 凍害保護液を作製 し た .
4) 冷凍保存方法
細胞数 を 2 × 107/ mいこ調整し た骨髄細胞浮遊液 に
グリ セ リ ン ま た は D M S O を そ れ ぞ れ 10%,20%,30% 含
む凍害保護液を等量, 緩徐に 加え凍害保護剤 の 最終濃
度が 5%,10%,15% と な る ように し た . こ れを 1 山 づっ
凍結保存 チ ュ ー ブ(Nu n c, N - 1 0 7 6-1 De n m a rk)
に 分注 し , プ ロ グ ラ ム フ リ ー ザ ー ( 荏原製作所 P F 22,
東京)に 静置 し-1 ℃ /min の 冷却速度 で - 70 ℃まで
緩速冷凍を行 い , た だ ち に 液体窒素申 (-1 96 ℃) に
保存し た .
5) 解凍
解凍は 40℃ の 恒 温槽 で 急速解凍 に よ っ て 行 っ た . 原
則と し て 保存後7 日か ら30 日まで の 間 に 解凍 し , 一 部
は保存期間の 影響 を み る た め に , さ らに 長期間保存し
た .
6) 洗浄方法
McCoy 5 A培養液 を で き るだ けゆ っ く り加 え ,10倍
以 上に 希釈 し , 2回遠心 洗浄を行 っ た後細胞数を算定し
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細胞回収率 を求 め , さ ら に C F U- C 測定 を行 っ た . 同
時 に 0.25 %try pa nb lu eを 用 い , 色素排泄試験 に よる
生存性 , ギ ム ザ 染色に よ る形態学的変化 も検討 した .
成 繚
1) 凍害保護剤の 細胞毒性
グリ セ リ ン , D M S O な ど凍害保護剤 は細胞毒性 の な
い こ と が望 ま し い の で
8)
, C F U- C に 対す る 影響 を 検
討し た .Ov e rlaye r中に グ リ セ リ ン は 0.5, 1 .0, 2.0,
8.0‰ D M S O は8.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0% と な る よ
う に 添加 し , グリ セ リ ン あ る い は D M S Oの 存 在下 で
C F U- C測定を行 っ た . そ の 成績 は図 1 に 示 さ れ る
よう に , グリ セ リ ン , D M S O は ともに 濃度依存性に in
Vitr o コ ロニ ー 形成 を抑制 し た . グリ セ リ ン は 1%で コ
ロ ニ ー 形成抑制率は30%,5% で 抑制率は 80% とな り,
グ リセ リ ン 8%以 上 の 存在下 で コ ロ ニ ー 形成 は 全 く み
られ な か っ た . ま た D M S O が 0.5% 存在す る と コ ロ ニ
ー 形成抑制率は30% で あ り. 1%で は抑制率63% と な
り , D M S O2%以上 で は コ ロ ニ ー 形成は全く認め な か
っ た . 以上 の 結 果よ り以下 の 実験で は凍害保護剤 を除
去す るた め に 解 凍骨髄細胞 は洗浄を行 う こ とに した .
2) 形態学的変化
図2 は凍結保存前後 の 骨髄細胞の ギ ム ザ染色標本で
あ る . 解凍骨髄 の 染色標本 で 特徴的な こ と は成熟好中
球 は著明な減少を示 し, 形態的 に分類不能の 細胞が著
しく 増加 した . こ れ ら の 細胞 は変性に よ り細胞質を失
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っ た核幻影と言わ れ るも の と考 え られ る . 残存 して い
る顆粒球 も核お よ び細胞質 の 膨化 , あ る い は核濃縮 ,
細胞質 の 脱顆粒が み られ た . 好 中球 に 比 べ て 好酸球 ,
好塩基球の 顆粒球 は比較的よ く 保た れ て い た . 一 方赤
芽球 や リ ン パ 球 は以 上の よ う な 変化が少 なく , その 形
態学的特徴 をか なり 保持 して い た . 表1 は冷凍保存前
後 の 骨髄細胞 の 百分率を 1 0例の 平均値 で 示 し た も の
で あ る が . 未熟 お よ び成熟顆粒球の 著滅 が認 め られ る
野
の に 対 して 赤芽球 お よ び リ ン パ 球 の 比 率 は変化 を示さ
ず , 一 方形態学的 に 分類不能 と判断 さ れ る細胞 は 42.4
± 17.4% と高率 に み ら れ た .
3) 凍害保護 剤 の 影響
グリ セ リ ン お よ び D M S Oの 各濃度(5 ～ 1 5%) で 骨
髄細胞 を冷凍保存し た 場合の 生存性 , 細 胞 回収率 ,
CF UM C回収率を表 2 に 示 した . try pa n blu e色素排
泄試験 に よる 生存性 は グ リ セ リ ン 各濃度 , D M S O各濃
図2 G ie m s a- Stain ed s m e a r s of bo n e m ar r o w c ells fr e sh o n e sin the left andfr o z e n･
thaw ed o n e
'
s in the right(×400)
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Ea chv alu erepre se ntsthe m e an ±standard deviationin lOe xpe rim ents.
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度間に 有意 差 はな く , ま た グリ セ リ ン と D M S O との 比
較で も差異 はみ られ な か っ た . 細胞回収率 は グ リ セ リ
ン . D M S O と も 1 5% の 濃 度 で そ れ ぞ れ 32.1 ±
22.0 ‰ 37.4 ± 1 5.3% と高 く な る 傾 向 が み ら れ .
10%,1 5% 濃度で は D M S O は グリセ リ ン より 高 い 回 収
率が得 られ た . 最終的 な C F U-C の 回収率 を次式 に
ょ っ て C F U- C 総回収率(%) と し て 計算 し た .
C F U･C 総回収率 ( %)
No . of C FしトC/2×105 解凍骨髄細胞
~
No . of C F U-C/2×105新鮮骨髄細胞
細胞 回収率 ( %)
CF U- C総回収率 は 10% D MSO を 用 い た と き 46.2
± 9.5% と最 も高値 で あ っ た .10% D M S Oに 比 べ て グリ
セ リ ン の 各濃度 ,5% D M S Oで C F U- C 総回収率は有
意に 低下 し て い た が , 15% D M S O との 比 較で は 有意差
は得ら れ な か っ た . ま た try pa nblu e色素排泄試験 に
よる生存性 と CF U - C 回収率 に 相関は み られ な か っ
819
た .
4) 血 清添加の 影響
凍害保護剤と して 10% DMS O を 用い FC S を 1 5% 添
加 した 場合の 回収率 に 及 ぼす 影響を比較検討し た . 成
績 は表3に 示さ れ る よ う に , F S C非添加群 に 比 べ .
F C S を添加 し た場合 に 細胞回収率 ,C F U- C総回収率
と もに 有意の 増加 が認 め られ た . した が っ て 以 下の 実
験 は1 0% D M S Oお よ び 15% F C S を添加 し た凍害保護
液を使用し た .
5) 細胞 濃度の 影響
冷凍保存す る際の 細胞濃度 は臨床応用で は大容量の
骨髄細胞を保存し な け れ ば な ら な い の で . 全体の 容量
を左右す る 要因と な り得 るが , CFU- C回収率 は1 ～
5 × 1 0
7
/ m⊥で 有意差は認 め ら れ なか っ た( 表4). しか
し , こ れ よ り 低 い 細胞濃度(0.5 × 10 ソmエ)で は C F U
-C 回 収率 は有意 に 低下し た .
6) 保存期間 の 影 響
つ ぎ1こ保存期間が CFU- C総回収率 に 及ぼ す 影響
Table2. Effe ctof diffe re nt co n c e ntr atio n s ofglyc erola nd D MS Oon CFU-Cr ec o v e ry
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Ea chvalu e r epre se nt the m e a n±S D inlOe xperim c nts
a: Viabilityis r eferr edto % c ells u n stain ed withtry pa nble udye e x clu sio n
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c :T hehighe st v alu efo r statistic alevalu atio nbyStudent t te st
Table 3. E ffe ct ofaddit o n of fetalc alfs er u m(F C S)o n cryopr e se rv ativ e effe ctiv e n e ss
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Ea chv alu erepre se ntsthe m e a n±SD in15experime nts
a ,b:Se ethefo otn otein Table2
C :Ea chv alu e w a s e valu atedstatistic a1ybyStude nt tte st
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Table4. E ffe ctofc e11c o n ce ntr atio n o nCFU-C re c o v ery


































1TTtO n t h l ye a r 2 ye a r 5 ] ye a r s
S t o r ed in the liquid ni t r oge n
図 3 Total C F U･C r e c o v e ry after v arious periods
Of sto r age in theliquidnitroge n
を 検討 した . 同 一 サ ン プ ル を 1カ 月 - 3 年間液体窒素
中に 冷凍保存し ,1 カ月以内 ,1年 ,2年 ,3年後の C F U
- C 回収率を図 3 に 示 し た . 図か ら明 らか な よう に ,
少 な く と も3年間ま で の 長期冷凍保存で は保存期間の
長短 に 拘 らず , C F U- C 回収率に 有意差は 認 め られ な
か っ た . 3年間保存後の CFU - C の 回収率は 5 5.9 ±
10.7% で あ っ た ,
考 察
臨床応用 を目的と して と 卜 骨髄 を 冷凍保存す るた め
に は , 1) 毒性の な い , 凍害 保護効果の 高 い 保護物質
の 撰択, 2) 凍害保護剤の 至適濃度 , 3 ) 凍害保護
液の 組成, 4) 冷凍条件お よ び 保存温度 , 5) 解凍
条件 ,な ど を造血能 を指標と して 検討す る必要が あ る .
凍害保護物質 と し て は , グ リ セ リ ン が 最初 に 精子の
冷凍保存で 凍害防止作用を持 つ こ とが 偶然見出 さ れ 7I
て 以来 , 多く の 動物細胞 の 保存 に グ リ セ リ ン が 貨用 さ





分子物質が細腹 の 内外 に 溶存す る と , 細胞 内水晶形成
が減少 し細胞膜 を保護 す る た め と い われ て い る別 . 同様
に 低分子 で 膜透過性 が高く , 水溶電解質液 に 高 い 溶解
度 を示す物質 と し て D M S O9),ethyle nglyc ol 等 も用
い られ る よ う に な り , 今回の 検 討で は D M S O と グリセ
リ ン に つ い て 比較検討 を行 っ た . 凍害保護物質 の 条件
と し て 毒性 の 少な い こ と が 挙げら れ る が , グリ セ リ ン
は 脳 圧 克 進 の 治療 剤 川 と し て , ま た D M S O は
pe n etr ant C a r rie r, 消炎剤な ど と し て 臨床的に も 使
用 さ れ 川 . 一 般 に 毒性 は少な い1 2)と い わ れ る . し か し造
血幹細胞 に 対 して グ リセ リ ン お よ び D M S O はマ ウ ス
の C FU- S1 3) ,C F U- C川 を 抑制する と い わ れ , ま た
と 卜骨髄細胞に 対 して も図 1 に示 した よ う に , グリ セ
リ ン あ る い は D M S O が培 養液中 に 存在 す る と in
Vitro コ ロ ニ ー 形成が 抑制さ れ る . そ の 抑制効果 は濃
度 に 依存 し ,ま た D M S O は グ リセ リ ン よ り 強い 抑制を
示 して い た . ま た と 卜骨髄細胞を培養前 に グ リ セ リ､ン
お よ び D M S Oで 前処置 し た場合 に は , 作用時間 , 処理
温度に 比例 して C F U- C が抑制さ れ て い た1 5l. そ の 理
由と して 浸透圧 と生物学的毒性が挙 げ られ る . 細胞は
細胞外浸透圧が高く な る と容積 を減少さ せ る こ と に よ
っ て 対応 し , さ ら に 浸透圧 が上昇 し こ.
の 容積減少の 限
界を こ え る と , 細胞膜障害 が生 じ るⅠ6l . グ リ セ リ ン や
D MSO など低分子凍害保護物質 は通常用 い ら れ る 濃
度 , 例え ば 10% で は グ リ セ リ ン は 1884m Os m, D M S O
は1964m Os m1 8)と な り , こ れ は等張の 6倍以 上と い う
高浸透圧 に 相当 す る . し た が っ て 細胞浮遊液 に 凍害保
護液が加 え られ る と き , さ ら に 細胞 を等張液 で 洗浄す
ると き に は急激 な浸透圧変化が生 じ , 浸透圧 ス ト レ ス
と な っ て 細胞障害 が発 生 す る と考え られ て い る1 7I. こ
れ に 対 し て 毒 性 は あ ま り 重要視 さ れ て い な い が ,
D M S O は0.5% で t グリ セ リ ン は 1% と低 い 濃度 で in
vitr o コ ロ ニ ー 形成 は 30% 以上抑制 され , 造血幹細胞
に対す る毒性 は無視 で き な い と思 わ れ る . ま た D M SO
は静脈内大量投与 で 肝障害 , 腎障害 も起 る と い われ て
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おり
1 8)
, こ れ らの 点を 考慮し て 凍害保護剤除去の た め
に 解凍後洗浄操作を行 っ た .
凍害保護物質は組織 や , ま た同 じ組織で も動物の 種
の 違い に よ っ て 保護効 果 が異 な ると い わ れ る19). マ ウ
ス 骨髄細胞の 冷凍保存 は CF U-S を造 血能の 指標 と
して 検 討さ れ て い る , 凍害保護剤 と し て は グ リ セ リ
ン 2
0卜 2 dI
, D M S O2 0 瑚 2 5}. シ ョ 糖2 4,,
polyvinylp yrolido n
2 4卜 一26)
, デ キ ス ト ラ ン 2 6}
,
hydr o xyethyl sta rch
2 5一
, ethyle nglyc o1
2 3>な ど 多 く
の 凍害保護物質 が用 い ら れ , い ず れ も 保護効果の あ る
こ と が 示さ れ て い る . し か し最 も適 し た 凍害保護物質
が何か . ま た そ の 至 適 濃度 に つ い て 一 致し た 成績 は得
られ て い な い . こ れ ら の う ち , 頻用 さ れ る の は グリ セ
リ ン と D M S Oで あり . 両者の 保護効果を比較検討 し た
成績で は , グリ セ リ ン と D MS Oに 有意差が な い と す る
もの や1
7)23}
, グリ セ リ ン が D MS O よ り す ぐ れ た凍害保
護効果 を示 す と い う 成績2 0 卜 2 2)も 報告 さ れ て い る . ま た
そ の 濃度 の 影響を 比 較 し た成績 で は 5%2 2)か ら 12%輔
が 至適 で あ る と い わ れ る . 一 方 ヒ ト骨髄 の 冷凍保存も
古くか ら試 み られ て お り , 既に 述 べ た よ う に 形態学的
変化
2 0,2 7)
, 色素排泄 試験 2 0}, 3H M T d Rの とり 込み ,2 0J,
蛋白合成2 8), e rythr opoietin r espo n siv e c ell(F R C)2 9J
な ど様 々 な もの が 生存性の 指標 と して 使用さ れ て き た
が
, 至 適条件 に 関す る 一 致 した成績が得 られ な い ま ま t
そ の 後造血幹細胞が骨髄造血能 の 直接の 指標と して 用
い られ る よう に な っ た
. Gray ら
3 0)は1 0% グ リセ リ ン
お よび D M S O を凍害保護剤 とし一 て 用 い , 解凍後の と 卜
骨髄が 新鮮骨髄と ほ ぼ 同数 の C F U- C を 形成 す る こ
と
,
そ して グリ セ リ ン と D M S Oの 成績に 差 の な い こ と
を報告し て い る . 我 々 の 検討で も10 % D M S O を用 い た
場合に は 解凍骨髄 の C F U- C は新鮮骨髄と 同数 か ,
ある い は む し ろ増加 し て い た . し か し こ れ に 比 べ て
10% グリ セ リ ン を用 い た場合 に は 解凍骨髄 の C F U-
C は新鮮骨髄 よ り減 少 し て い た3 =. ま た細胞回収率 も
考慮し た C FU - C 総回収率を指標と し て 比較 し た 今
回の 成績 で も , グ リ セ リ ン はい ず れ の 濃度 に お い て も
細胞回収率 , C F U- C 回収率と も に D M S O よ り明 ら
か に 低値 を示 し た(表 4 ). 以 上の 成績か ら と 卜骨髄冷
凍保存 に お い て D M S O は グリセ リ ン よ り有 意 に 高 い
造血幹細胞 に 対す る保護効果を有す る こ とが 示 さ れ ,
こ れ は Ragab ら
3 2,の 報告と 一 致 す る . 一 方 , ヒ ト 骨髄
と異 なり マ ウ ス 骨髄細胞の 冷凍保存で は , 先 に 述 べ た
よう に グ リ セ リ ン は D M S Oと同等 , も しく は 優れ て い
ると の 報告2
0卜 2 2切i多い よ う で あ るが , こ れ は い わ ゆ る
種特異性に よる も の か , あ る い は生存性 の 検討方法 の
遭い に よ る もの か は不 明で あ る .
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表 4 に 示さ れ る よ う に , 細胞回収率 は C F U- C 回
収率 に 比 べ て 低 い が , こ れ は表1 か ら も明ら か な よ う
に , 細胞数 の 減少が主 と して 成熟顆粒球の 破壊 に よ る
もの で あ り t解凍細胞 2 × 105 個当りの C F U- C数 は
む し ろ増加 し , C F U- C の 濃縮が起 っ た た め と考え ら
れ る . こ れ は造血幹細胞の 方が 成熟顆粒球に 比 べ て 凍
害 に 対す る 感受性 が低 い とい う 可能性を示唆す る もの
と思わ れ る . ま た顆粒球の 破壊産物 や遊離 D N A. な ど
は細胞の ag gr egatio nや clu mping を 起 し 細胞回収
率を低下 さ せ る大 き な要因に な る と予想さ れ , こ の 点
を 考慮 し た冷凍保存解凍方法の 検討 は今後さ ら に 良好
な 保存成績 を得 る た め に 重要 で あ ろう .
細抱濃度 は , 臨床応用を目的 と して 大量の 骨髄液を
保存する場合 , その 容量 を左右す る要素と な るが ,1 ～
5 × 10
7
/mエの 濃度 で は回収率 に 有意差は み ら れ な か
っ た
. した が っ て 通常移植 され る骨髄有核細胞数 (1
～ 3 × 10
川 個) か ら 判断し て , そ の 容量 を 500m乙前後
に す る こ と は十分可能 で あ る . しか し赤血球. 成熟顕
粒球 な ど本来目的とする造血幹細胞 以外の 細胞 を除去
し , で さ るだ け 造血幹細胞 に 富む骨髄細胞液が分離で
き れば , 容量を さ ら に 減少さ せ る こ とが で き , さ ら に
先に 述 べ た 細 胞破壊物 や 遊離 D N Aに よ る 細胞 の
ag gregatio n や clu mping の 低下 に も っ な がり . 回収
率 の 向上が期待 さ れ3 3】, 今後検討を要す るも の と思 わ
れ る .
細胞の 冷 凍保存 に は通 常血清が添加使用 さ れ る こ と
が多 い が そ の 効 果 を検討 し た結果, 細胞回収率 の 改善 ,
C F U- C の 回収率の 上昇 を示す成績が得ら れ , 血清を
含む 凍害保護液 の 使用が骨髄細胞の 冷凍保存に は適 し
て い る と 考え ら れ る .
長期間の 冷凍保存 に お い て 生存性 を左右す るの は保
存条件 , 殊 に 保存温度 と予想さ れ るが . Malinin ら2 7}は
ド ラ イ ア イ ス (-69 ℃～ - 79 ℃) で 保存し た ヒ ト骨
髄が 3年後に は ほ と ん ど形態学的に 破壊さ れ た こ とを
報告 して い る . ま た , Ap pelba u mら3 4Jは大の 骨髄移植
実験で 液体窒素 の 気相 (- 1 50 ℃) 中に 7 カ月 以 上保
存さ れ た骨髄 は短 期間保存の 場合に 比 べ て 移植成績が
低下す る と述 べ て い る . ま た Lo w e nthal ら3 5}も と 卜骨
髄を 液体窒素中で 80週間保存し , C F U-C の 生 存性
が保存期間の 延長と と もに 低下す る傾向が ある と 報告
して い る . 今 回 わ れ わ れ の 検 討 で ほ 圧憫D M S O と
15% F CS を含む凍害保護液を 用 い ,液体窒素中(-196
℃) に 保 存し た と 卜 骨髄は 3年間の 長期保存後に も ,
細胞回収率 は 50.8 ± 9.1 %,C F U- C 回収率 は 55.9
± 10.7% と短期間保存と変 ら な い 良 好 な 成績 で あ っ
た . し た が っ て , 液体窒素中` ( - 196 ℃) に保存す れ
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ば , 造血幹細胞は そ の 械能を 失う こ と なく 長期臥 少
な く と も3 年間は保存可能 と考え ら れ る ･
結 論
自家骨髄移植 の 臨床応用を目的に と 卜骨髄冷凍保存
の 至適条件を , 顆粒球系の 造血幹細胞で あ る CF U
-
C を指標 と して 検討 し た結軋 以下 の よう な結論を得
た .
1) ヒ ト骨髄を冷凍保存 す る場合 の 凍害防止剤 と
して は t グ ー｣ セ リ ン より D M S Oの 方が優 れ て お り t 最
終濃度を 10% と し た と きに 最 も高 い 造血幹細胞 の 回
収率 が得 られ る .
2) 凍害保護液に F CS を添加する こ と に より , 回
収 率が さ ら に 良好 とな る .
3 ) 冷凍保存す る骨髄細胞の 細胞濃度を 1
～ 5 ×
10ソ mエ,の 範囲にす るか ぎり 洞 収率 に有意差
はみ られ
な い .
4) 液体窒素申 卜 196℃) に 保存 さ れ た と 卜 骨
髄 は3年間 の 長期保存後 に も十分 な造血能 を有 し , 短
期保存と同等 の 回収成績が得 られ た ･
以上の 成績 に 基づ い て ,大量 の 骨 髄を 冷凍保存 して ,
自家骨髄移植 を行 っ た治療成績を続報 と して 報告する
予定 で あ る .
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A bsぬ Ct I have dete r mined an optim alconditio nfo r cryopreservatio n of the hu m a n marr ow
by the use of c olony forming unit in cult
u re(CF U-C) assay to ev alu ate hem opoietic activity of
t he fr oz e n-thawed bone m a r row c ens. On the ba sis of C F U
- C recove ry,the r e sults ob tained a r e
asfono w s:
1 . 1 0% D M S Oshow ed t he highe st re c o v e ry of C F U-C a mo ng cryopr ote ctiv e age nts te sted
血ch ding5-15% DM S Oor5 -1 5%由yc e rol■
2. A d dition ofs e ru m su ch as 1 5% fetalc alfse ru mSignificantlyincr ea sed C F U {re c o v e ry ･
3. Cellc｡ nCent,ation r a nging fr o ml X l O
7
to 5 × 1 07/mlgave no effect on C F U- Cre c o v e ry･
c F U- C reiCOVery W aSde c re a se.d w hent he c o n c e ntr ation w aslow ertha nl X l O
7
/ml･
4. Long-term uP tO 3 ye a rs storage ofthe m a rrow c e11sin 止qui
ed nitroge n m aint ain ed hem o
-
poietic a ctivity c o mpa r able to sho rt
-te r m(1 m o nt h)c ryopr ese rvatio n･
These observation sprovide aba sis foreffe ctiv e sto rage of he m opoietic ste m cells which
c a nbe
applied fo r clinicalautologo us bo n e m a r ro wtr a n splanta
tion
･
